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摘要 : 以 濒危 兰 科 物种 野生 束 花 石 解 (“Dendrobium chrysanthum ) 的 成 熟 种 子 为 材料 ,研究 了 PVS2 植 
物 玻璃 化 液 对 其 萌发 的 作用 ， 以 及 快速 冷冻 法 和 玻璃 化 法 对 种 子 超低温 保存 的 影响 。 结 果 表 明 ， 种 子 的 萌 
发 率 随 着 PVS2 处 理 时 间 的 延长 而 下 降 。PVS2 预 处 理 能 明显 地 增加 种 子 的 超低温 耐性 。 当 预 处理 时 间 为 
15 一 45 min 时 ， 种 子 的 超低温 耐性 随 预 处 理 时 间 的 延长 而 增加 ， 当 预 处 理 时 间 长 于 60 min 后 ， 种 子 的 超 
低温 耐性 随 预 处 理 时 间 的 延长 而 下 降 。 经 液 氮 保存 后 ， 存 活 的 种 子 能 萌发 成 为 正常 的 幼苗 。 结 论 是 经 
PVS2 预 处 理 45 min 后 ， 成 熟 的 束 花 石 解 种 子 能 成 功 地 进行 超低温 保存 。 
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Study on Cryopreservation of Dendrobium chrysanthum 
(Orchidaceae) Seeds 
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Abstract: This work aimed to study the role of plant vitrification solution 2 (PVS2) on seed germination, and 
the effect of rapid freezing and vitrification treatment on seed cryopreservation of the wild mature seeds of 
Dendrobium chrysanthum , an endangered orchid species. The results indicated that the seeds germination 
decreased with increasing treatment time of PVS2. Cryo-tolerance of seeds was obviously increased by PVS2 
pre-treatment. When pre-treatment time was below 45 min, seeds cryo-tolerance increased with increasing 
pre-treatment time of PVS2, while it decreased after 60 min. The survival seeds could germinate and develop 
into normal seedling after storage in liquid nitrogen. In conclusion, mature D. chrysanthum seeds could be 
successfully cryo-preserved after 45 min pre-treatment with PVS2. 
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兰 科 (Orchidaceae) 是 被 子 植物 中 最 为 进 
化 的 科 之 一 。 兰 科 植 物 在 受 保护 的 濒危 物种 中 占 
很 大 的 比例 。 在 《野生 动 植物 濒危 物种 国际 贸易 
公约 》 中 ， 我 国 被 列 人 重点 保护 的 植物 约 有 1 300 
种 ， 而 兰 科 植物 则 占 了 1 200 余 种 〈 陈 心 启 和 罗 
毅 波 ,，2003)。 因 此 ， 兰 科 植 物种 质 资 源 的 保存 
对 于 生物 多 样 性 保护 以 及 兰花 产业 的 可 持续 发 展 
均 具 有 重要 的 意义 。 兰 科 植 物种 子 数 量 大 ， 但 贮 
藏 所 占 空间 小 ， 是 保存 兰 科 种 质 资 源 的 有 效 途 
径 。 有 关 兰 科 种 子 贮藏 特性 的 研究 较 少 (Prit- 
chard and Seaton, 1993),， 目前 迫切 需要 建立 长 
期 保存 兰 科 植物 种 子 的 有 效 方法 。 

超低温 保存 (cryopreservation) 被 认为 是 
一 种 有 和 希望 长 期 保存 植物 种 质 资 源 的 技术 ， 在 液 
所 (一 196'C) 保存 状态 下 活 细胞 的 所 有 代谢 几 
乎 完全 停止 ， 可 防止 老化 及 变异 (Nikishina 等 ， 
2001a)。 超 低温 保存 的 冷冻 方法 分 为 快速 冷冻 法 
(rapid cooling) 和 玻璃 化 法 (vitrification〉 等 ， 
已 应 用 于 一 些 兰 科 植物 种 子 保存 Pritchard， 
1984; Wang 等 , 1998)。 快 速 冷 冻 法 是 指 将 材料 
直接 投入 液 所 ， 此 方法 适合 于 含水 量 低 、 细 胞 小 
的 材料 。 快 速 冷冻 法 已 成 功 地 保存 了 一 些 兰 科 植 
物种 子 ， 如 铁皮 石 解 ( Dendrobium candidum ， 
Wang 等 , 1998) 。 玻 璃 化 法 是 利用 高 浓度 的 复合 
保护 剂 在 25C 或 者 0C 下 对 材料 进行 预 处 理 ， 投 
和 人 液 氮 〈Takagi，2000) 。 玻 璃 化 液 作 用 在 于 增 
大 膜 的 通 透 性 ， 促 进 脱 水 ， 降 低 水 分 冰点 温度 ， 
保护 蛋白 质 和 酶 类 。 目 前 广泛 使 用 的 玻璃 化 液 为 
PVS2 (plant vitrification solution 2)， 并 成 功 地 
保存 了 一 些 兰 科 植 物种 质 资源 ， 如 白 茂 ( Bleti]- 
ja striata ，Ishikawa 等 ，1997)、 石 狸 (Den- 
drobium nobile ，Vendrame 等 ，2007)、 锥 顶 兰 
( Phaius tankervilleae ，Hirano 等 ，2009 ) 。 

本 文 以 成 熟 的 束 花石 解 (Dendrobium chry- 
santhum Wallich ex Lindley) 种 子 为 材料 ， 人 研究 
了 PVS2 对 种 子 萌发 的 作用 ， 以 及 快速 冷冻 法 和 
玻璃 化 法 对 种 子 超 低温 保存 的 影响 ， 以 期 为 兰 科 
植物 种 子 的 超低温 保存 提供 参数 。 
































1 材料 和 方法 
1.1 试验 材料 
束 花 石狮 为 兰 科 石狮 属 (Dendrobium Swartz) 植 








欧 ， 为 多 年 生 草 本 植物 ， 丛 生 密 林 的 树干 或 者 岩石 上 ， 
属 附 生 兰 。 分 布 于 印度 西北 部 、 缅 甸 、 泰 国 、 老 挝 、 越 
南 和 我 国 的 广西 、 贵 州 、 云 南 和 西藏 ( 吉 占 和 等 ， 
1999)。 由 于 生境 的 破坏 和 过 度 采 按 ， 该 物种 已 面临 濒 
和 危 的 境地 (〈 汪 松 和 解 烽 ，2004)。 野 外 人 工 授 粉 14 个 月 
的 束 花石 解 薄 果 于 2008 年 1 月 采 自 海南 霸王 岭 国家 级 自 
然 保 护 区 〈18” 57' 一 19” 11' N，109" 03' 一 109" 17' EE， 
海拔 560 m)。 该 地 区 的 年 平均 温度 为 23.6C， 年 平均 
降雨 量 为 1750 mm， 雨 量 主 要 集中 在 7 一 10 月 份 ; 年 平 
均 相 对 湿度 (RH) 76% ~ 82%， 林内 土壤 终年 湿润 ， 
以 砖 红 壤 为 代表 类 型 〈 陈 升华 和 杨 世 彬 ，2006) 。 戎 果 采 
后 于 室内 〈25C，50% RH) 风干 至 含水 量 为 27. 8%， 
然后 储存 于 干燥 密闭 的 容器 中 ， 于 5 保存 备 
1.2 方法 

1.2.1 种 子 含水 量 的 测定 “种子 含 水 量 的 测定 参照 宋 
松 录 等 〈2005) 的 方法 ， 将 4 个 戎 果 的 种 子 混合 均匀 ， 
取 适 量 的 种 子 于 103C 烘焙 17 h; 以 鲜 重 为 基数 计算 种 
子 的 含水 量 。 

1.2.2 生活 力 的 测定 ”种子 经 5% 次 握 酸 钙 (w/v) 处 
理 30 min 后 ， 用 蒸馏 水 清洗 2 一 3 次 ， 然 后 用 1% 的 2， 
3, 5 一 氧化 三 茶 基 四 和 氮 唑 溶液 TTC, w/v) 在 30C 黑 
暗 条 件 下 染色 24 h; 在 显微镜 下 拍照 。 胚 被 染 为 红色 的 
为 具有 生活 力 的 种 子 ， 不 染色 或 者 染色 很 浅 的 为 没有 生 
活力 的 种 子 。 每 次 测定 读 取 3 个 视野 ， 每 个 视野 不 少 于 
300 粒 种 子 ; 重复 3 次 ， 计 算 有 生活 力 种 子 的 百分率 。 
1.2.3 种 子 萌发 试验 ”种子 经 5% 次 握 酸 钙 (w/v) 处 
理 30 min 后 ， 用 蒸馏 水 清洗 3 一 5 次 ， 然 后 播种 于 含 花 
宝 1 号 3g' II、 马铃薯 泥 30 g， 1 和 和 蛋白 及 0.5 g， 
本 的 固体 培养 基 上 ( 柯 海 丽 ,2007)。 在 25C 土 2'C、 
暗中 培养 30 d 后 统计 萌发 紊 。 以 胚 脱 大 和 种 皮 破 询 作 为 
种 子 萌发 的 标准 。 

1.2.4 超低温 保存 采用 快速 冷冻 法 和 玻璃 化 法 将 种 
子 进行 超低温 保存 。 快 速 冷 冻 法 ， 将 种 子 装 和 人 冻 存 管 
后 ， 直 接 投 入 液 氮 中。 玻璃 化 法 参照 Sakai 等 (1990) 
的 方法 进行 ， 取 约 20 mg 种 子 ， 用 5% 次 毛 酸 钙 (w/v) 
表面 消毒 30 min， 无 菌 水 清洗 3 次 后 ， 用 无 菌 滤纸 吸 干 
种 子 表 面 的 水 分 ， 放 入 PVS2 植物 玻璃 化 溶液 中 处 理 0 
一 120 min， 然 后 投入 液 所 中 。PVS2 由 30% 上 甘油 (v/ 
Vv)，15% 乙 二 醇 (v/v),，15% 二 甲 基 亚 砚 CDMSO，w/ 
v) 和 0. 4mol' [的 蔗糖 配 成。 种 子 经 液 氮 超低温 保 
存 24h 后 取出 ,在 〈40 士 1J)IC 的 水 浴 中 解冻 2 min， 用 
1.2 mol.。 本 蔗糖 溶液 浸泡 20 min， 然 后 进行 萌发 
试验 。 

1.2.5 数据 处 理 用 SPSS 13.0 统计 分 析 软 件 对 数据 进 
行 单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 和 多 重 比 较 


(CStudent-Newman-Keuls) 。 
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2 结果 
2.1 束 花石 狸 种 子 的 大 小 和 生活 力 

授粉 后 14 个 月 的 束 花石 解 种 子 和 胚 的 长 度 
分 别 为 : (0.65 士 0.012) mm、 (0. 24 士 0. 006) 
mm; 种 子 的 含水 量 为 : (27.78 土 2.7)%,，TTC 


染色 表明 ， 具 有 生活 力 的 种 子 胚 被 染 为 红色 ， 无 
生活 力 的 种 子 胚 为 白色 或 者 染色 很 浅 (图 1: a)。 
种 子 的 萌发 率 (89 士 0.601)% 与 TTC 染色 的 生 
活力 (89. 2 十 0.357)% 相 似 (P 放 0.05)。 








图 1 束 花 石狮 的 种 子 TTC 染 
CK， 未 经 液 氮 保存 的 种 子 所 得 小 苗 : LN， 经 液 氮 保 存 的 种 子 所 得 小 苗 


Fig.1 TTC staining (a) and germination (b) and seedling of D. chrysanthum (cy) 





色 (a)， 萌 发 (b) 和 小 菌 (c) 


CK, showing seedling developed from seeds without being immersed into liquid nitrogen:; 


LN, showing seedling developed from seeds immersed into liquid nitrogen 


2.2 PVS 2 处理 对 超低温 保存 种 子 萌发 率 的 影 

响 

如 图 2 所 示 ， 添 加 PVS2 处 理 ， 不 经 液 氮 保 
存 的 束 花 石 解 种 子 随 着 处 理 时 间 的 延长 ， 萌 发 率 
逐渐 下 降 。 例 如 ， 未 经 PVS2 处 理 的 种 子 的 萌发 
率 为 89%， 经 PVS2 处 理 120 min 后 的 种 子 萌发 
率 降低 到 77%。 种 子 经 PVS2 预 处 理 不 同时 间 
后 ， 投 入 液 氮 中 保存 。 当 预 处 理 时 间 为 15~45 
min 时 ， 种 子 的 存活 率 随 预 处 理 时 间 的 延长 而 增 
加 ; 当 预 处 理 时 间 长 于 60 min 后 ， 随 预 处 理 时 
间 的 延长 ， 种 子 的 存活 率 下 降 ; 适宜 的 预 处 理 时 
间 为 45 min (图 2)。 经 液 氮 保存 后 ， 存 活 的 种 
子 在 播种 30 d 后 可 诱导 出 绿色 的 圆 球 蔡 〈 图 1: 
b)， 到 90 d 时 长 出 正常 的 小 苗 (图 1: ec)。 
2.3 PVS 2 处 理 对 束 花 石 射 种 子 的 超低温 耐性 

影响 

为 检测 在 超低温 下 PVS2 对 束 花 石 锋 种子 的 
保护 作用 ， 将 种 子 分 别 放 入 添加 和 未 添加 PVS2 
的 冻 存 管 中 ， 然 后 直接 投入 液 氮 或 者 经 PVS2 预 
处 理 45 min 后 投入 液 氮 ， 并 在 液 氮 中 保存 24 h。 
结果 如 图 3， 添 加 PVS2 后 立即 投入 液 氮 能 明显 
地 增加 种 子 的 存活 率 ， 而 PVS2 预 处 理 45 min 
后 再 投入 液 氮 的 超低温 保存 效果 比 立 即 投入 液 所 
的 效果 好 ， 三 者 差异 显著 。( 图 3，P 二 0. 05) 。 
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图 2 PVS2 预 处 理 不 同时 间 对 超低温 保存 束 花 石 解 种子 存活 率 的 影响 
图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 土 标准 误 (mn 三 150) 。 下 同 。 
TC， 添 加 PVS2 处 理 不 投入 液 氮 ; LN， 添 加 PVS2 处 理 后 投入 液 氮 中 


Fig.2 Map showing germination rate of D. chrysanthum 








seeds after different PVS2 pre-treatment time 
All values are meanst standard error of three replicates (n 这 150). 
TC indicated germination of the seeds treated with PVS2 but not 
immersed into liquid nitrogen; LN indicated germination of the 


seeds treated with PVS2 and immersed into liquid nitrogen 
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处 理 Treatment 
图 3 在 液 氮 中 PVS2 对 束 花 石 解 种 子 的 保护 作用 
柱子 上 的 不 同 字 母 表示 具有 显著 性 的 差异 (S-N-K, P 志 0. 05)。 
Control， 种 子 未 加 PVS2 处 理 ， 直 接 投入 液 氮 中 ; PVS2-0: 
加 PVS2 后 立即 投入 液 氮 中 ; PVS2-45: 用 PVS2 
预 处 理 45 min 后 投入 液 氮 中 
Fig.3 The protective role of PVS2 to D., chrysanthum 















































seeds in liquid nitrogen 
The different letter above column indicates a significantly 
difference (S-N-K, P <0.05). Control indicated germination 
of the seeds directly immersed into liquid nitrogen. 
PVS2-0 and PVS2-45 indicated that treated with PVS2 for 0 


and 45 min, respectively, then immersed into liquid nitrogen 


3 总 结 与 讨论 
3.1 总 结 

本 文通 过 TTC 染色 鉴定 束 花 石 狸 种 子 生 活力 
和 用 超低温 方法 保存 束 花石 解 种 子 的 试验 研究 。 结 
果 证 明了 TTC 染色 法 适合 作为 束 花 石狮 种 子 质量 
的 鉴定 方法 ; 束 花 石 解 种 子 经 玻璃 化 液 处 理 一 定时 
间 对 其 萌发 无 影响 ， 经 玻璃 化 液 处 理 45 min 能 4 
著 提高 其 超低温 耐性 。 初 步 确 定 快 速 冷 冻 法 和 玻璃 
化 法 超低温 保存 适合 于 束 花 石 镍 种 子 的 长 期 保存 ， 
且 玻 璃 化 法 超低温 保存 明显 优 于 快速 冷冻 法 。 
3.2 讨论 

兰 科 植物 的 种 子 非常 细小 ， 一 个 匣 果 中 有 几 
万 到 上 百 万 粒 种 子 。 由 于 种 子 内 没有 胚乳 ， 仪 有 
分 化 不 完全 的 豚 细 胞 〈 陈 心 启 和 罗 杀 波 ，2003) 。 
在 自然 条 件 下 ， 兰 花 种 子 的 萌发 依靠 其 真菌 的 侵 染 
来 完成 (共生 萌发 ), 但 萌发 率 非常 低 ( 陈 心 启 和 
罗 毅 波 ，2003; Thomas and Michael, 2007)。 在 人 工 












































培养 基 以 及 控制 温度 和 光照 的 条 件 下 萌发 〈 非 共生 
萌发 ) 也 需要 较 长 的 萌发 时 间 。 例 如 ， 二 叶 红 门 兰 
( Orchis diantha ) 和 广 布 红 门 兰 ( OQ.chusua) 在 
共生 萌发 达到 最 终 萌 发 率 时 分 别 需 要 165 d 和 132 d 
(Wang 等 , 2009); 这 样 就 给 引种 和 种 子 质 量 检测 带 
来 了 困难 。TTC 染色 能 快速 检测 束 花 石狮 种 子 的 
生活 力 ， 并 与 种 子 萌 发 试验 一 致 ， 这 些 结果 与 Ish- 
ikawa 等 (1997) 和 Nikishina 等 (2001b) 的 结果 一 
致 。 也 有 兰 科 植 物种 子 的 TTC 染色 率 与 萌发 率 不 
一 致 的 报道 ， 有 的 种 子 TTC 染色 率 偏 高 ， 这 可 能 
是 由 于 种 子 存在 休眠 ， 尽 管 被 TTC 染色 ,但 不 
能 萌发 ; 也 可 能 是 次 握 酸 钙 处 理 的 时 间 过 长 ， 胚 
受到 损坏 释放 出 脱氧 酶 ， 进 而 造成 无 活力 的 种 子 
被 染色 的 假象 (Shoushtari 等 ，1994) 。 

随 着 PVS2 处 理 时 间 的 延长 ， 束 花石 角 种 子 的 
萌发 率 下 降 。 下 降 的 原因 是 PVS2 是 一 种 低 水 势 并 
含有 毒物 质 (15%% 二 甲 基 亚 碘 ， 具 有 渗透 性 的 冷冻 
保护 剂 ) 的 溶液 ， 处 理 时 间 延 长 将 导致 化 学 伤害 和 
脱水 伤害 。 已 有 报道 ， 培 养 液 中 DMSO 浓度 为 
10% 时 ,细胞 生长 抑制 率 为 100%; 0.1% 时 抑制 
率 为 35%， 即 使 是 0.004% 的 浓度 ，DMSO 对 
细胞 的 生长 也 有 不 利 的 影响 〈 葛 峰 等 ,2006) 。 

种 子 含水 量 是 影响 超低温 保存 的 一 个 关键 因 
素 。 含 水 量 为 33%% 的 大 花 万 代 兰 种 子 不 能 超 低 
保存 (Thammasiri and Soamkul，2007); 含 
水 量 为 28. 5% 的 铁皮 石 镍 种 子 经 超低温 保存 后 
的 存活 率 为 18.69% ( 王 君 晖 等 , 1999) 。 正 常 性 
种 子 在 一 定 的 含水 量 范 围 内 可 以 不 经 过 任何 处 理 
直接 在 液 氮 中 保存 (Popova 等 ,2003)， 不 同 种 类 
种 子 对 超低温 保存 要 求 的 最 适 含水 量 不 同 (Hira- 
no 等 ，2009) 。 新 鲜 收 获 的 束 花 石 狸 种 子 经 超低温 
保存 后 的 存活 率 为 零 〈 未 列 出 数据 ); 当 脱 水 至 种 
子 含水 量 为 27.8% 时 ,快速 冷冻 法 的 存活 率 为 
52%% ， 表 明 此 含水 量 的 种 子 具 有 一 定 的 超低温 耐 
性 。 添 加 PVS2 后 直接 投入 液 氮 或 者 经 PVS2 预 
处 理 45 min 后 投入 液 氮 显著 地 增加 种 子 的 存活 
率 ， 这 些 结果 与 Ishikawa 等 (1997) 用 玻璃 化 法 
保存 石 币 “Sena Red” 种 子 ，Hirano 等 (2005) 
保存 白 龙 种 子 的 结果 类 似 。DMSO 能 够 快速 穿 
透 细胞 膜 进入 细胞 中 ， 降 低 冰 点 、 延 缓 冻 存 过 
程 ， 同 时 提高 细胞 内 的 离子 浓度 ,减少 细胞 内 冰 
唱 的 形成 ， 从 而 减少 细胞 损伤 ( 刘 耳 等 ，1994) 。 
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玻璃 化 超低温 保存 的 效果 与 材料 经 过 玻璃 化 
处 理 的 时 间 有 关 。 当 预 处 理 时 间 为 15 一 45 min 
时 ， 种 子 经 超低温 保存 后 的 存活 率 随 预 处 理 时 间 
的 延长 而 增加 ; 当 预 处 理 时 间 长 于 60 min 后 ， 
种 子 的 存活 率 随 预 处 理 时 间 的 延长 而 降低 。 前 者 
可 能 是 由 于 PVS2 预 处 理 ， 增 大 膜 对 水 分 的 通 透 
性 ， 促 进 细胞 外 冰冻 造成 的 脱水 效果 ， 降 低 细胞 
内 水 分 冰点 温度 ,保护 蛋 白质 和 酶 类 ， 有 利于 超 
低温 保存 ， 以 及 PVS2 的 毒害 较 小 ; 后 者 可 能 是 
PVS2 预 处 理 时 间 过 长 所 引起 的 脱水 伤害 和 化 学 
伤害 ， 导 致 种 子 的 萌发 率 降 低 。 

经 PVS2 预 处 理 45 min 后 进行 超低温 保存 ， 
成 熟 的 束 花 石 镍 种 子 的 存活 率 为 80%， 这 可 能 
是 一 种 束 花石 狸 种 质 资源 长 期 保存 的 有 效 方法 。 
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